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A deficiência de desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCADD) é o mais 
frequente defeito de beta-oxidação dos ácidos graxos, cujos pacientes apresentam o 
acúmulo de ácidos graxos de cadeia média, principalmente dos ácidos octanoico 
(AO), decanoico e cis-4-decenoico, em tecidos e fluidos biológicos. Durante as crises, 
os indivíduos afetados podem apresentar vômito, hipotonia, letargia e convulsões, 
podendo evoluir para coma e morte. Cronicamente, os pacientes apresentam atraso 
no desenvolvimento psicomotor, paralisia cerebral, retardo no crescimento, alterações 
comportamentais e dificuldade de atenção. No presente trabalho, investigou-se o 
efeito da administração intracerebroventricular (ICV) de AO sobre a atividade e a 
expressão da enzimas Na+,K+-ATPase, os níveis de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS), conteúdo de sulfidrilas e conteúdo de água em cérebro de 
ratos adultos. Para tanto, ratos Wistar machos com 60 dias de vida receberam uma 
única administração ICV de AO (0,83 μmol/μL; grupo AO) ou líquido cefalorraquidiano 
artificial no mesmo volume (grupo controle). Os animais sofreram eutanásia uma hora 
após a administração e o cérebro foi retirado e as estruturas córtex cerebral, estriado, 
hipocampo e cerebelo foram isoladas, limpas e utilizadas para as análises. Observou-
se que a administração de AO diminuiu significativamente a atividade da enzima 
Na+,K+-ATPase em córtex cerebral e hipocampo, sem alterar significativamente essa 
atividade em estriado e cerebelo. Além disso, a expressão de subunidades catalíticas 
da Na+,K+-ATPase não foi alterada em córtex cerebral e hipocampo pela 
administração ICV de AO. Por outro lado, observou-se um aumento significativo do 
níveis de TBA-RS, um marcador de peroxidação lipídica, em todas as estruturas 
cerebrais analisadas no grupo que recebeu AO em comparação ao grupo controle. 
Adicionalmente, o conteúdo de grupos sulfidrila foi diminuído significativamente em 
córtex cerebral, estriado e cerebelo de animais do grupo AO. Por fim, não houve 
alteração no conteúdo de água no cérebro desses animais, quando comparados ao 
grupo controle, sugerindo que a administração de AO não induz edema cerebral. 
Diante dos resultados demonstrados, pode-se sugerir que a administração ICV de AO 
inibe a atividade da Na+,K+-ATPase, enzima importante para a manutenção da 
homeostase cerebral, possivelmente por induzir oxidação de lipídeos de membrana 
plasmática. Estes dados podem contribuir para a compreensão dos mecanismos 
fisiopatológicos que levam aos achados neurológicos característicos dos pacientes 
afetados por MCADD. 
 















Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD) is the most frequent fatty 
acid oxidation defect, whose patients present the accumulation of medium chain fatty 
acids, mainly octanoic (OA), decanoic and cis-4-decenoic acids in tissues and 
biological fluids. During crises, affected individuals may experience vomiting, 
hypotonia, lethargy and convulsions, and may progress to coma and death. 
Chronically, the patients present delayed psychomotor development, cerebral palsy, 
growth retardation, behavioral changes and attention deficit. In the present study, it 
was investigated the effect of intracerebroventricular (ICV) OA administration on the 
activity and expression of Na+,K+-ATPase, levels of thiobarbituric acid-reactive 
substances (TBA-RS) and sulfhydryl and water contents in adult rat brain. Sixty-day-
old male Wistar rats received a single ICV administration of OA (0,83 μmol/μL; OA 
group) or artificial cerebrospinal fluid in the same volume (control group). The animals 
underwent euthanasia one hour after administration, the brain was removed and the 
cerebral cortex, striatum, hippocampus and cerebellum were isolated, cleaned and 
used for the analyzes. It was observed that OA administration significantly decreased 
Na+,K+-ATPase enzyme activity in cerebral cortex and hippocampus, without 
significantly affecting this activity in striatum and cerebellum. In addition, the 
expression of Na+,K+-ATPase catalytic subunits was not altered in cerebral cortex and 
hippocampus by ICV administration of OA. On the other hand, a significant increase in 
TBA-RS levels, a marker of lipid peroxidation, was observed in all brain structures 
analyzed in the OA group compared to the control group. In addition, the content of 
sulfhydryl groups was significantly decreased in cerebral cortex, striatum and 
cerebellum of OA group animals. Finally, there was no alteration in water content in 
the brain of these animals when compared to the control group, suggesting that the 
administration of OA does not induce cerebral edema. In view of the demonstrated 
results, it may be suggested that ICV administration of OA inhibits the activity of 
Na+,K+-ATPase, an important enzyme for the maintenance of cerebral homeostasis, 
possibly by inducing oxidation of plasma membrane lipids. These data may contribute 
to the understanding of the pathophysiological mechanisms that lead to the 
characteristic neurological findings observed in patients affected by MCADD. 
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1.1 DEFEITOS DE BETA-OXIDAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS 
 
A beta-oxidação de ácidos graxos é considerada uma importante fonte de 
energia para o organismo durante um estado de catabolismo exacerbado ou período 
de jejum. A rota de oxidação dos ácidos graxos é complexa e inclui muitos passos: 
captação celular de AG, ativação desses mesmos ácidos graxos a ésteres acil-CoA, 
trans-esterificação a acilcarnitinas, translocação através da membrana mitocondrial, 
reesterificação a acil-CoA e a espiral da beta-oxidação intramitocondrial, que fornece 
elétrons para coenzimas e acetil-CoA. Cada etapa da espiral de oxidação é catalisada 
por enzimas específicas para o comprimento da cadeia carbônica do AG (Smith et al., 
2005). Estes são utilizados para a produção de corpos cetônicos, principal fonte 
energética para o cérebro em períodos de jejum prolongado, ou como combustível 
para o ciclo de Krebs produzindo coenzimas reduzidas que serão posteriormente 
utilizadas na cadeia transportadora de elétrons para a produção de trifosfato de 
adenosina (ATP). Existem 25 enzimas e proteínas transportadoras específicas 
envolvidas no processo da beta-oxidação (Saudubray et al., 1999; Bennett et al., 
2000). 
 Os primeiros defeitos de oxidação dos ácidos graxos foram descritos na década 
de setenta, cujos pacientes apresentavam rabdomiólise e astenia induzidas por 
exercício (Kolvraa et al., 1982). Já são descritas, atualmente, pelo menos 23 
deficiências diferentes dentro deste grupo de doenças, entre elas: deficiências das 
enzimas carnitina palmitoiltransferase I e II (CPT I e CPT II), carnitina/acilcarnitina 
translocase, desidrogenases de acil-coA de cadeia curta (SCAD), média (MCAD) e de 
cadeia muito longa (VLCAD) (Roe e Ding, 2001). Esses distúrbios de beta-oxidação 
abrangem um aspecto heterogêneo de manifestções clínicas que afetam 
principalmente os tecidos que dependem de ácidos graxos como substrato energético 
direta ou indiretamente (Rinaldo et al., 2002; Bastin et al., 2014). Em 1982, a 
deficiência de MCAD (MCADD) foi diagnosticada pela primeira vez em pacientes que 








 A MCAD é a enzima mitocondrial responsável pela catálise do primeiro passo 
da oxidação de acil-CoA de cadeia média (4-12 carbonos; Figura 1) (Matsubara et al., 
1992). A MCADD (OMIM 201450) é o mais comum defeito de beta-oxidação dos AG 
apresentando padrão de herança mendeliana autossômico recessivo. É causada por 
mutações no gene ACADM, gene composto por 12 éxons que está localizado na 
região 31.1 do braço curto do cromossomo 1 (Zang et al., 1992). É caracterizada pelo 
acúmulo de ácidos graxos de cadeia média, especialmente os ácidos octanoico (AO), 
decanoico (AD) e cis-4-decenoico (AcD) e seus ésteres de L-carnitina em tecidos e 
líquidos biológicos (Rinaldo et al., 2002). Esta doença apresenta uma prevalência 
entre 1:6.500 e 1:17.000 recém nascidos vivos, dependendo da população (Scriver et 
al., 2001).  
 
 
Figura 1. Via da oxidação dos ácidos graxos e deficiência enzimática da desidrogenase de acil-CoA de 
cadeia média. (CoA: coenzima A; CoASH: coenzima A livre; FAD: forma oxidada do dinucleotídeo de 
flavina e adenina; FADH2: forma reduzida do dinucleotídeo de flavina e adenina (forma reduzida); NAD+: 
forma oxidada do dinucleotídeo de nicotinamida e adenina; NADH: forma reduzida do dinucleotídeo de 




Os primeiros sinais clínico-laboratoriais da MCADD geralmente aparecem nos 
primeiros meses de vida, embora possam se manifestar até mesmo na fase adulta 
(Ruitenbeek et al., 1995; Lang, 2009; Leydiker et al., 2011). Crises metabólicas 
causadas pelo aumento da demanda energética em situações de catabolismo 
exacerbado como jejum e infecções bacterianas e virais, são responsáveis por 
desencadear sintomas de intoxicação nos pacientes, tais como vômitos, tonturas, 
letargia, podendo evoluir a coma e morte. Dentre os pacientes acometidos pela 
MCADD, 25 % não sobrevivem à primeira crise metabólica e 16 % dos sobreviventes 
apresentam sequelas neurológicas graves, incluindo paralisia cerebral e deficiência 
intelectual (Oerton et al., 2011).  
 
1.2.1 Sinais, sintomas e achados bioquímicos 
 
Os pacientes afetados pela MCADD são geralmente assintomáticos e 
manifestam seus sintomas em períodos de jejum prolongado ou durante estados de 
catabolismo exacerbado (Derks et al., 2006). Cronicamente, podem apresentar 
paralisia e edema cerebral, atraso no desenvolvimento psicomotor, atraso de 
crescimento, deficiência intelectual, dificuldade de atenção e alterações 
comportamentais (Roe e Ding, 2001).  
Bioquimicamente, além do acúmulo dos ácidos graxos AO, AD e AcD, também 
ocorre aumento na concentração plasmática de acilcarnitinas, tais como 
octanoilcarnitina, decanoilcarnitina e decenoilcarnitina (Onkenhout et al., 1995). Além 
disso, durante as crises metabólicas é visto crises de hipoglicemia, muitas vezes tida 
como a responsável pelo dano cerebral encontrado nos pacientes (Lovera et al., 
2012). Adicionalmente, os pacientes acometidos pela MCADD apresentam 
hipocetose, hiperamonemia, desequilíbrio hidroeletrolítico, acidose metabólica e 




Para identificar pacientes com distúrbios na oxidação de ácidos graxos, testes 
de triagem neonatal são realizados. A análise dos ácidos orgânicos acumulados tanto 
no plasma quanto na urina destes pacientes tem sido a principal forma de diagnóstico 
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da doença, sendo estes quantificados por cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria em massa em sequência (tandem) (Vianey-Liaud et al., 1987). Em 
indivíduos saudáveis, a concentração plasmática de AO, o principal metabólito 
acumulado na doença, pode variar entre 0-15 µmol/L, enquanto nos pacientes 
sintomáticos os valores podem atingir entre 22 a 672 µmol/L (Onkenhout et al., 1995). 
A confirmação do diagnóstico é realizada por análise molecular (mutações) e medida 
da atividade enzimática da MCAD (Roe e Ding, 2001).  
 
1.2.3 Tratamento  
 
Das (2012) sugere que o acompanhamento de pacientes com MCADD deve 
ser contínuo, para se evitarem as crises metabólicas, momento em que os níveis dos 
metabólitos acumulados aumentam drasticamente. A prevenção do desenvolvimento 
de deficiência intelectual com anormalidades cerebrais e morte súbita é o principal 
objetivo do tratamento da MCADD (Kompare e Rizzo, 2008). A terapia consiste em 
uma dieta rica em carboidratos e restrita na ingestão de ácidos graxos. Deve-se 
também evitar períodos de jejum prolongado e outras situações de estresse 
metabólico, além de infusão de glicose durante as crises metabólicas. Além disso, a 
suplementação com L-carnitina é recomendada para estes indivíduos, pois esta se 
liga a ácidos orgânicos, permitindo assim sua excreção na forma de acilcarnitinas 




Pacientes acometidos pela MCADD possuem uma diminuição na síntese de 
corpos cetônicos. Neste cenário, os níveis de glicose sanguínea diminuem, 
ocasionando a hipoglicemia hipocetótica, característica da doença. A não utilização 
dos ácidos pela deficiência enzimática também provoca um aumento da razão acil-
CoA:CoA, responsável pela consequente inibição das enzimas piruvato 
desidrogenase e α-cetoglutarato desidrogenase, pois estas utilizam CoA como 
substrato. A inibição destas enzimas altera a velocidade do ciclo de Krebs, 
principalmente pelo fato de ocorrer uma inibição da conversão de piruvato a acetil-
CoA na mitocôndria. Com a diminuição da disponibilidade de acetil-CoA, ocorre a 
consequente redução da síntese de malato, importante precursor para a 
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gliconeogênese. Além disso, o malato é precursor de malonil-CoA, regulador inibitório 
da CPT I, enzima responsável pela entrada de ácidos graxos para a mitocôndria. 
Portanto, o acúmulo dos ácidos graxos nesses pacientes provoca uma diminuição da 
gliconeogênese e um aumento na entrada de ácidos graxos para a mitocôndria, 
podendo ser um agravante para a hipoglicemia e provocar um aumento significativo 
na quantidade desses metabólitos (Roe e Ding, 2001).  
Além disso, a exacerbação de processos catabólicos, dentre eles a proteólise, 
é característica da doença, devido à baixa disponibilidade de substratos energéticos. 
Com a degradação das proteínas e utilização dos aminoácidos como substratos 
energéticos, há um aumento na liberação de amônia, a qual apresenta alta toxicidade 
para os tecidos, especialmente para o sistema nervoso central (SNC) (Felipo e 
Butterworth, 2002).  
Adicionalmente, alguns autores sugerem que sintomas como atraso no 
desenvolvimento psicomotor e comportamental e prejuízos de memória ocorrem 
devido ao acúmulo de ácidos graxos livres e seus ésteres de acilcarnitinas (Mayell et 
al. 2006; Saudubray et al., 2012; Leach et al., 2014; Wiles et al., 2014). Nesse sentido, 
alterações neurológicas como edema cerebral e anomalias no lobo frontal têm sido 
atribuídas à neurotoxicidade do AO e seus metabólitos secundários (Heubi et al., 
1987; Egidio et al., 1989; Maegawa et al., 2008; Wilcken et al., 2010; Leach et al., 
2014). 
   Nesse sentido, estudos anteriores evidenciaram que o acúmulo de AO e AD 
inibem o transporte de ácidos orgânicos pelo plexo coroide. Tal efeito impediria a 
depuração do AO e outros compostos, provocando um acúmulo desses metabólitos 
no cérebro e líquido cefalorraquidiano, contribuindo para a encefalopatia evidente nas 
doenças em que há o acúmulo dessas substâncias (Kim et al., 1983). Adicionalmente, 
foi demonstrado que o AO, AD e AcD alteram importantes parâmetros do metabolismo 
energético cerebral em ratos jovens in vitro, incluindo as atividades da creatina cinase, 
dos complexos da cadeia respiratória e a produção de 14CO2 a partir de [U-14C]glicose, 
[1-14C]acetato e [U-14C]citrato (de Assis et al., 2003; 2006; Reis de Assis et al., 2004), 
bem como induzem disfunção mitocondrial (Schuck et al., 2009a). Também foi 
demonstrado que esses mesmos compostos induzem estresse oxidativo in vitro em 
córtex cerebral de ratos jovens, aumentando a produção de espécies reativas de 
oxigênio (ERO) e diminuindo as defesas antioxidantes (Schuck et al., 2007; 2009b). 
Adicionalmente, de Assis et al (2003) demonstraram inibição in vitro da atividade da 
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enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 




 A Na+,K+-ATPase (E.C.3.6.1.37) é uma proteína integral membranar, 
responsável pelo transporte ativo de íons sódio e potássio contra seus gradientes de 
concentração através da membrana plasmática. A energia para que ocorra esse 
transporte é obtida a partir da hidrólise do ATP, transportando 3 íons Na+ para o meio 
extracelular e 2 íons K+ para o meio intracelular (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003) 
(Figura 2). Esse transporte é responsável por estabelecer um gradiente eletroquímico 
essencial para a manutenção dos potenciais de membrana, regulação do volume e 
pH intracelular e captação de nutrientes, como a glicose, aminoácidos, vitaminas e 
outras substâncias que participam da homeostase celular (Crambert et al., 2000; 
Jorgensen e Pedersen, 2001; Horisberger, 2004; Martin, 2005). Esta enzima consome 
aproximadamente 40 – 50% do ATP formado no cérebro e sua atividade está 






Figura 2. Na+,K+-ATPase. Formação do potencial elétrico transmembrana. A Na+,K+-ATPase transloca 
3 íons Na+ para o meio extracelular e 2 íons K+ para o meio intracelular, utilizando uma molécula de 
ATP. (ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; Pi, fosfato inorgânico). Adaptado de 
Nelson e Cox (2000). 
 
 A Na+,K+-ATPase é um tetrâmero constituído de duas subunidades diferentes 
(α e β) (Jorgensen, 1982; Renaud, 1991), as quais estão incorporadas na bicamada 
lipídica da membrana plasmática (Horowitz, 1990). A subunidade α é a catalítica e 
sofre fosforilação e mudança conformacional acoplada à hidrólise de ATP e transporte 
dos íons Na+ e K+. A subunidade β não possui sítios catalíticos e é uma proteína de 
adesão intercelular direcionando a subunidade α para a membrana plasmática. Além 
destas subunidades, alguns estudos mostraram a presença de outra subunidade 
menor (γ) possivelmente reguladora da atividade enzimática (Geering, 2008) (Figura 
3).  
Foram identificados em mamíferos genes que codificam quatro isoformas da 
subunidade α (α1, α2, α3 e α4). As três primeiras isoformas se encontram em diferentes 
tipos de células do SNC, porém a α4 não é expressa no cérebro (McGrail et al., 1991; 
Bottger et al., 2011). Por outro lado, a subunidade β em mamíferos possui três 
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isoformas (β1, β2 e β3). No entanto, apenas as isoformas β1 e β2 são expressas no 
cérebro (Geering, 2008; Benarroch, 2011).  
 
 
Figura 3. Estrutura da Na+,K+-ATPase. ATP: trifosfato de adenosina. Adaptada de Suhail (2010). 
 
A regulação da atividade da Na+,K+-ATPase ocorre por diversos fatores, tais 
como hormonais, disponibilidade de substrato e componentes da membrana (Lopina, 
2000). Adicionalmente, é dinamicamente regulada por proteínas cinases dependentes 
de segundos mensageiros (Wheeler e Bernard, 1999; Hotchkiss e Karl, 2003). Nesse 
contexto, foi demonstrado que a subunidade α-1 da Na+,K+-ATPase é substrato tanto 
para proteína cinase dependente de monofosfato de adenosina cíclico (PKA) quanto 
para proteína cinase C (PKC) e que a subunidade α-1 é fosforilada apenas por PKC 
(Beguin et al., 1994). Além desses fatores, a Na+,K+-ATPase é suscetível ao ataque 
de ERO, visto que apresenta resíduos de cisteína em seu sítio catalítico, bem como a 
dano oxidativo a lipídeos de membrana e alterações de fluidez da membrana 
plasmática, onde está embebida (Rauchova et al., 1999; Chakraborty et al., 2003; 
Wang et al., 2003; Dencher et al., 2007). 
A Na+,K+-ATPase é essencial para a manutenção do gradiente iônico e 
excitabilidade neuronal (Ercinska e Silver, 1994), assim como para a diferenciação e 
a sobrevivência celular (Yu, 2003). Diversas doenças que afetam o SNC apresentam 
alterações da atividade da Na+,K+-ATPase, tais como isquemia cerebral (Wyse et al., 
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2000), epilepsia (Grisar, 1984) e outras doenças neurodegenerativas (Lees, 1993). 
Modelos experimentais de alguns erros inatos do metabolismo, tais como modelos de 
fenilcetonúria, hiperprolinemia tipo II, deficiência de SCAD e acidemias metilmalônica 
e propiônica (Moreira et al., 1987, Dutra et al., 1991; Wyse et al., 1995; Schuck et al., 
2013), também demonstraram alterações na atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 
Adicionalmente, Renkawek et al. (1992) demonstraram que uma redução de 40 % na 
atividade enzimática em córtex cerebral de ratos neonatos está relacionada a 
processos convulsivantes e encefalopatia espongiforme. Além disso, outros estudos 
encontraram uma diminuição de 60 % na atividade da enzima em córtex cerebral de 




  Considerando-se que os pacientes acometidos pela MCADD apresentam 
importantes alterações cerebrais e que a manutenção da homeostase cerebral 
depende da função normal da enzima Na+,K+-ATPase, torna-se importante a 
investigação de possíveis alterações na atividade dessa enzima em um modelo 
experimental de MCADD. Torna-se importante ressaltar que essa investigação é 
relevante para a elucidação dos mecanismos fisiopatológicos do dano cerebral 
característico dessa doença, na tentativa de se estabelecer novas estratégias 





2.1 OBJETIVO GERAL 
 Avaliar o efeito da administração intracerebroventricular (ICV) de AO sobre a 
atividade da enzima Na+,K+-ATPase e conteúdo de água em cérebro de ratos. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre a atividade da Na+,K+-
ATPase em córtex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos com 60 
dias de vida; 
• Avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre a expressão das 
subunidades da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral e hipocampo de ratos com 
60 dias de vida; 
• Avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre os níveis de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em córtex cerebral, estriado, 
hipocampo e cerebelo de ratos com 60 dias de vida; 
• Avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre o conteúdo de sulfidrilas em 
córtex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos com 60 dias de vida; 
• Avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre o conteúdo de água em 

















Para a realização deste trabalho, foram utilizados 48 ratos Wistar machos com 
60 dias de vida, fornecidos pelo Biotério da Unidade Acadêmica de Ciências da Saúde, 
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os ratos foram mantidos em ciclos de 
claro-escuro de ±12 horas a uma temperatura de 24±1 °C. Os animais tiveram livre 
acesso à água e ao alimento. A utilização dos animais seguiu um protocolo 
experimental aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense sob o número 090/2013-2 (Apêndice A) e 
seguiu a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins 
Científicos e Didáticos (CONCEA, 2013) e as Diretrizes para a Prática de Eutanásia 
do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, 2013).  
 
3.2 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 
 
Para a administração do AO, foi realizada uma cirurgia estereotáxica, seguida 
de uma única administração de AO no ventrículo lateral direito do cérebro dos animais 
via ICV. Inicialmente, os animais foram anestesiados pela administração intramuscular 
de uma associação de cloridrato de cetamina (75 mg/kg de peso corporal) e cloridrato 
de xilazina (1 mg/kg de peso corporal). Após a anestesia, os animais foram alocados 
em um aparelho estereotáxico (Insight®, Brasil), presos nas barras auriculares, de 
forma a permitir a leitura adequada das coordenadas. A localização obtida pela leitura 
das coordenadas, levando-se em consideração as coordenadas anteroposterior 0,9 
mm e mesolateral 1,5 mm, indicou onde foi realizada a administração.  
Após 3 dias de recuperação, os ratos do grupo controle receberam uma única 
administração via ICV de líquido cefalorraquidiano artificial (LCRa, 2 μL), enquanto os 
animais do grupo AO receberam uma administração de AO (1,66 μmol em 2 μL). O 







3.3 PREPARO DA AMOSTRA 
 
Uma hora após a administração de AO, os animais sofreram eutanásia por 
decapitação com guilhotina sem anestesia. A caixa craniana foi aberta e, por 
dissecação, as estruturas cerebrais córtex, estriado, hipocampo e cerebelo foram 
limpas e isoladas. As estruturas foram congeladas em freezer a -80oC até o momento 
da realização das técnicas bioquímicas.  
 
3.4 PREPARO DAS MEMBRANAS PLASMÁTICAS SINÁPTICAS 
 
Membranas de plasma sinápticas foram preparados de acordo com o método 
de Jones e Matus (1974). Eles foram isolados utilizando um gradiente de densidade 
de sacarose descontínuo consistindo em camadas sucessivas de 0,3, 0,8 e 1,0 mm. 
após centrifugação a 69.000 × g durante 110 min, a fração entre 0,8 e 1,0 do interface 
de sacarose foi tomado como a preparação da enzima da membrana. 
 
3.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA Na+,K+-ATPase 
 
 As atividades da Na+,K+-ATPase e das ATPases foram avaliadas conforme o 
método de Tsakiris e Deliconstantinus (1984). O meio de reação continha cloreto de 
magnésio 5 mM, cloreto de sódio 80 mM, cloreto de potássio 20 mM, Tris-HCl 40 mM 
pH 7,4. A atividade de outras ATPases foi medida na presença de ouabaína 1 mM 
(inibidor específico da Na+,K+-ATPase). A atividade da Na+,K+-ATPase foi então 
calculada como sendo o resultado da diferença entre a atividade obtida pelas 
ATPases no meio sem ouabaína e a atividade das ATPases do meio contendo 
ouabaína. As amostras de membranas sinápticas foram adicionadas ao meio (0,015 - 
0,03 μg de proteína). A reação foi iniciada pela adição de ATP 3 mM e o término, após 
5 minutos de incubação a 37 °C, ocorreu pela adição de TCA 10%. O fosfato 
inorgânico (Pi) liberado durante a incubação foi medido pelo método de Chan et al. 







3.6 EXPRESSÃO DAS SUBUNIDADES DA NA+,K+-ATPASE 
 
 A expressão dos genes das subunidades da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral 
e hipocampo foram avaliados por PCR quantitativo em tempo-real. O RNA total de 
córtex cerebral e hipocampo foram isolados com o reagente Trizol® (Invitrogen, 
Carlsbad, Califórnia, USA) de acordo com as instruções do fabricante. O RNA extraído 
foi quantificado por espectrofotometria e o ácido desoxirribonucleico (DNA) 
complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando-se o kit ImProm-II™ Reverse 
Transcription System (Promega, Califórnia, USA) a partir de 1 μg de RNA total, 
seguindo as instruções do fabricante. A análise da reação em cadeia da polimerase 
(PCR) quantitativa em tempo real (RT-QPCR) foi realizada usando SYBR® Green I 
(Invitrogen Carlsbad, Califórnia, USA). As reações foram feitas em um volume final de 
25 μL usando 12,5 μL de cDNA diluído (1:50 para Gapd, Rlp13α e BDNF), contendo 
uma concentração final de 5 M de betaína (Sigma-Aldrich Louis, MO, EUA), 0,2 x 
SYBR® Green I (Invitrogen Carlsbad, Califórnia, USA), 100 μM de dNTP, 1 x Tampão 
PCR, 3 mM de MgCl2, 0,25 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen 
Carlsbad, Califórnia, USA) e 200 nM de cada iniciador forward e reverso (Tabela 1). 
As condições da ciclagem da PCR incluíram uma etapa inicial de ativação da 
polimerase por 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC para desnaturação, 
35 segundos a 60 °C para anelamento e 15 segundos a 72 °C para elongação. Ao 
final dos ciclos, uma curva de dissociação foi incluída e a medida da fluorescência 
resultante foi feita de 60 a 99 °C. Os níveis da expressão relativa foram determinados 
com 7500 Fast Real-Time System Sequence Detection Software v.2.0.5 (Applied 
Biosystems Califórnia, USA). A eficiência por amostra foi calculada usando o 
programa LinRegPCR 11.0 (http://LinRegPCR.nl) e a estabilidade dos genes de 
referência, Gapd e Rlp13α (M-value) e o número ótimo de genes de referência de 
acordo com a variação de pares (V) foi analizada pelo Software GeNorm 3.5 
(http://medgen.ugent.be/genorm/). Os níveis da expressão relativa de RNA foram 





Tabela1. Sequências dos iniciadores para reação em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em 
tempo real (RT-QPCR) utilizados no estudo. 







































Wen et al., 2014. 
 
 
3.7 NÍVEIS DE TBA-RS 
 
 Para determinação dos níveis de TBA-RS em cortéx cerebral, estriado, 
hipocampo e cerebelo foram homogeneizados em tampão PBS gelado (pH 7,4). Logo 
após o homogeneizado foi precipitado por meio de uma reação ácida com ácido 
tricloroacético (TCA) a 10 % com sulfato de sódio adicionado ao sobrenadante na 
proporção 1:1 (v/v). Após centrifugação, o sobrenadante foi tratado com ácido 
tiobarbitúrico (TBA) 0,67 % na proporção 1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho 
fervente durante 25 min e, após, resfriada em água à temperatura ambiente. A 
absorvância obtida através da coloração rósea resultante foi medida em 
espectrofotômetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibração 
com 1,1,3,3-tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma 
forma que as amostras. Os resultados foram expressos como nmol de TBARS/mg de 




3.8 MEDIDA DE SULFIDRILAS TOTAIS 
 
 Essa medida foi realizada de acordo com o método de Aksenov e Markesbery 
(2001). O ácido ditionitrobenzoico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tióis não 
oxidados, gerando um derivado amarelo ácido tionitrobenzoico (TNB), lido 
espectofotometricamente a 412 nm. Com isso o método determina os tióis totais da 
amostra. Os resultados estão expressos em nmol de TNB/mg de proteína. 
 
3.9 CONTEÚDO DE ÁGUA CEREBRAL  
 
O edema cerebral foi avaliado pelo método de pesagem e secagem com base 
na medição do teor de água do cérebro (Durmaz et al., 2003). Os ratos foram 
decapitados e o cérebro total foi retirado. Imediatamente após a remoção, o tecido 
cerebral foi colocado sobre um papel de filtro para a remoção da água em excesso. A 
cápsula de porcelana foi seca em estufa. Em seguida, a tara foi calculada. Depois 
disso, o tecido cerebral foi colocado na cápsula de porcelana e pesado. Em seguida, 
o tecido cerebral na cápsula de porcelana foi secado em uma estufa com temperatura 
e umidade constante para ser seco durante 24 h a 100 °C. O tecido cerebral então 
seco na cápsula de porcelana foi pesado novamente. A percentagem de água foi 
calculada de acordo com a seguinte fórmula: % de H2O = [(peso úmido - peso 
seco)/peso úmido] X 100. 
 
3.10 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
 
 A quantificação de proteínas totais nas amostras foi realizada através do 
método de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina sérica bovina como padrão. 
  
3.11 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Para comparação das médias dos resultados obtidos entre os grupos, foi 
utilizado o teste t de Student de duas caudas para amostras independentes. As 
análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa estatístico SPSS (IBM 





 Primeiramente, foi avaliado o efeito in vivo da administração ICV aguda de AO 
sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em estruturas cerebrais de ratos adultos. 
Observou-se uma diminuição significativa desta atividade em córtex cerebral e 
hipocampo dos animais que receberam AO em comparação ao grupo controle. Por 
outro lado, não houve alteração significativa nessa atividade enzimática em estriado 




Figura 4. Efeito da administração intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre a atividade da 
Na+,K+-ATPase em córtex cerebral (A), estriado (B), hipocampo (C) e cerebelo (D) de ratos com 60 dias 
de vida. Os dados representam média ± erro padrão da média de 6 experimentos independentes 
realizados em duplicata e estão expressos em nmol de Pi.min-1.mg de proteína-1. *p<0,05 comparado 







 Em seguida foi avaliada a expressão relativa de RNAm das subunidades 
catalíticas Atp1a1, Atp1a2 e Atp1a3 da enzima Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de 
ratos com 60 dias de vida após administração ICV de AO. Pode-se observar na figura 
5 que não houve diferença significativa entre os grupos AO e controle em nenhuma 




Figura 5. Efeito da administração intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre a expressão 
relativa de ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) das subunidades catalíticas Atp1a1 (A), Atp1a2 (B) 
e Atp1a3 (C) da enzima Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos com 60 dias de vida. Os dados 
representam média ± erro padrão da média de 6 experimentos independentes realizados em duplicata. 









 A seguir, avaliou-se a expressão relativa de RNAm das mesmas subunidades 
catalíticas da Na+,K+-ATPase em hipocampo de ratos com 60 dias de vida após 
administração de AO. De forma semelhante ao córtex cerebral, não foi observada 





Figura 6. Efeito da administração intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre a expressão 
relativa de ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) das subunidades catalíticas Atp1a1 (A), Atp1a2 (B) 
e Atp1a3 (C) da enzima Na+,K+-ATPase em hipocampo de ratos com 60 dias de vida. Os dados 
representam média ± erro padrão da média de 6 experimentos independentes realizados em duplicata. 









 Adicionalmente, avaliou-se o efeito da administração ICV de AO sobre os níveis 
de TBA-RS em córtex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos com 60 dias 
de vida. Foi observado um aumento significativo dos níveis de TBA-RS em todas as 
estruturas analisadas dos animais do grupo que recebeu AO em relação ao grupo 




Figura 7. Efeito da administração aguda intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre os níveis 
de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em córtex cerebral (A), estriado (B), 
hipocampo (C) e cerebelo (D) de animais com 60 dias de vida. Os resultados representam média ± erro 
padrão da média de 6 animais por grupo experimental e estão expressos em nmol/mg de proteína. 









 O próximo passo foi avaliar o efeito da administração ICV de AO sobre os 
conteúdo de grupos sulfidrila em córtex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de 
ratos com 60 dias de vida. A figura 8 mostra uma diminuição significativa do conteúdo 
de sulfidrilas em córtex cerebral, estriado e cerebelo dos animais do grupo que 
recebeu AO em comparação ao grupo controle. Por outro lado, não houve diferença 





Figura 8. Efeito da administração aguda intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre o 
conteúdo de sulfidrilas em córtex cerebral (A), estriado (B), hipocampo (C) e cerebelo (D) de animais 
com 60 dias de vida. Os resultados representam média ± erro padrão da média de 6 animais por grupo 
experimental e estão expressos em nmol/mg de proteína. **p<0,01; ***p<0,001 em comparação ao 







 Por fim, foi avaliado o conteúdo de água no cérebro total de ratos adultos que 
receberam administração ICV de AO. Os resultados mostraram que não houve 
diferença significativa no conteúdo de água cerebral dos animais em comparação ao 
grupo controle (Tabela 2).  
 
Tabela 2. Efeito da administração intracerebroventricular de ácido octanoico (AO) sobre o 
conteúdo cerebral de água de ratos com 60 dias de vida. 
Grupo Conteúdo de Água (%) 
Controle 79,93 ± 0,13 
AO 79,94 ± 0,07 
Os dados representam média ± erro padrão da média de 6 experimentos independentes por 
grupo e estão expressos em porcentagem da massa total do cérebro. Não foi observada 
















Embora a MCADD seja um dos erros inatos do metabolismo mais frequentes, 
pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatológicos do dano cerebral que acomete 
os pacientes afetados por essa doença. Nesse contexto, no presente trabalho 
investigou-se o efeito da administração aguda ICV de AO sobre a atividade e a 
expressão da enzima Na+,K+-ATPase, bem como sobre os níveis de TBA-RS e o 
conteúdo de grupos sulfidrilas e de água em cérebro de ratos.  
Incialmente, observou-se que a administração ICV de AO inibiu 
significativamente a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membrana plasmática 
sináptica em córtex cerebral e hipocampo em comparação ao grupo controle, sem 
alterar essa atividade em cerebelo e estriado. Tais achados corroboram estudos que 
demonstraram uma inibição da Na+,K+-ATPase causada pelo AO in vitro em 
membrana plasmática sináptica de córtex cerebral de ratos (de Assis et al., 2003) e 
em culturas primárias de astrócitos (Olson et al., 1989).  
Entretanto, a inibição da atividade da enzima Na+,K+-ATPase não foi 
acompanhada por uma alteração na expressão das suas subunidades Atp1a1, Atp1a2 
e Atp1a3 em córtex cerebral e em hipocampo de animais que receberam 
administração ICV de AO, como demonstrado no presente estudo. Tal fato sugere que 
a inibição da atividade dessa enzima não se deve a alterações em sua expressão, 
incluindo alterações pós-traducionais.  
Nesse sentido, sabe-se que a enzima Na+,K+-ATPase apresenta resíduos de 
cisteína essenciais para a catálise (subunidade α) e regulação de sua atividade 
(subunidade β) (Geering, 2008). Grupos sulfidrila, como os presentes nos resíduos de 
cisteína, são altamente suscetíveis à oxidação, formando dissulfetos (Yufu et al., 
1993). Estudos demonstraram que alterações ocasionadas por alterações no estado 
redox celular no resíduo de cisteína 46 (Cys46) na subunidade β dessa enzima 
levariam a inibições de aproximadamente 20 % da atividade em cardiomiócitos 
submetidos à isquemia (Figtree et al., 2009; Bilbert et al., 2011). Devido a essa 
suscetibilidade ao estresse oxidativo, a Na+,K+-ATPase é considerada um sensor 
redox celular (Yakushev et al., 2012).  
Portanto, investigou-se o efeito da administração ICV de AO sobre o conteúdo 
de grupos sulfidrila em córtex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos. 
Observou-se uma diminuição desse conteúdo em córtex cerebral, estriado e cerebelo, 
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mas não houve alteração desse parâmetro em hipocampo. Os resultados do presente 
estudo são corroborados por Schuck et al. (2009), que demonstraram in vitro que o 
AO, em concentrações de 1 e 3 mM, induziu dano oxidativo proteico, evidenciado pelo 
aumento no conteúdo de grupos carbonila e diminuição de grupos sulfidrila, bem como 
diminuição nas defesas antioxidantes em estruturas cerebrais de ratos jovens. De 
forma similar, Derks et al. (2014) observaram danos oxidativos a proteínas e 
diminuição de defesas antioxidantes em eritrócitos de pacientes acometidos pela 
MCADD. Assim, a oxidação de grupos sulfidrila de resíduos de cisteína no sítio 
catalítico da Na+,K+-ATPase poderia colaborar para a inibição dessa atividade 
enzimática em córtex cerebral de ratos que receberam administração de AO. Nesse 
cenário, de Assis et al. (2003) observaram que a inibição in vitro da Na+,K+-ATPase 
ocasionada pelo AO foi prevenida pelos antioxidantes glutationa reduzida, protetor de 
grupos sulfidrila (Meister e Anderson, 1983) e trolox (α-tocoferol hidrossolúvel), agente 
sequestrador de radicais peroxila (ROO-) (Burton et al., 1990).  
Além disso, considerando-se que a Na+,K+-ATPase é uma enzima integral de 
membrana celular e que alterações na constituição ou na fluidez da membrana podem 
alterar a atividade de tal enzima (Tsakiris et al., 2000; Kamboj et al., 2009), o presente 
estudo também investigou o efeito da administração ICV de AO sobre os níveis de 
TBA-RS, um marcador clássico de peroxidação lipídica, em estruturas cerebrais de 
ratos. Observou-se um aumento significativo dos níveis deste marcador em todas as 
estruturas cerebrais avaliadas dos animais do grupo AO, quando comparados ao 
grupo controle.  
A peroxidação lipídica é um processo fisiológico contínuo que ocorre nas 
membranas celulares e de organelas durante sua renovação, além de ser importante 
na síntese de prostaglandinas e leucotrienos. No entanto, quando este processo é 
exacerbado, seja por um aumento na geração de ERO ou por insuficiência das 
defesas antioxidantes, podem ocorrer alterações na permeabilidade e fluidez das 
membranas, causando perda da seletividade, alterações na troca iônica, liberação do 
conteúdo das organelas e formação de aldeídos citotóxicos (Ferreira e Matsubara, 
1997). Nesse contexto, Viani et al. (1991) demonstraram que  a peroxidação lipídica 
induz alterações na composição dos lipídeos de membrana e, consequentemente, na 
fluidez de membrana, levando à inibição da atividade da Na+,K+-ATPase. Portanto, 
torna-se plausível sugerir que alterações da fluidez de membrana devidas à 
peroxidação lipídica desencadeada pelas altas concentrações de AO poderiam ser 
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responsáveis pela inibição da atividade da Na+,K+-ATPase observada em córtex 
cerebral e hipocampo de animais submetidos à administração ICV desse ácido graxo. 
Entretanto, não se pode descartar outros mecanismos que levariam a alterações da 
atividade enzimática em questão, tais como fosforilação por PKA e PKC, modificações 
pós-traducionais sabidamente responsáveis por regular a atividade da Na+,K+-ATPase 
(Beguin et al., 1994).  
O desenvolvimento e a função cerebral são extremamente dependentes da 
atividade da Na+,K+-ATPase, enzima responsável pela geração do potencial de 
membrana através do transporte ativo de Na+ e K+ no SNC (Erecinska e Silver, 1994). 
Esta enzima se encontra em alta concentração nas membranas celulares cerebrais, 
consumindo cerca de metade do ATP gerado neste tecido (Jorgensen et al., 2003). 
Também participa da regulação do volume celular, diferenciação celular e 
manutenção do potencial de membrana. As consequências da inibição da Na+,K+-
ATPase pode estar correlacionadas a mecanismos neurotóxicos e morte neuronal 
(Sweadner, 1979; Lees, 1993).  
 Nesse cenário, foi demonstrado que administrações de ouabaína, um inibidor 
específico da Na+,K+-ATPase, induziu necrose neuronal (Lees et al., 1990). Estudos 
realizados em modelos animais murinos demonstraram que uma inibição da Na+,K+-
ATPase pela administração ICV de ouabaína ocasiona alterações comportamentais, 
tais como aumento na atividade locomotora e comportamento agressivo, servindo 
como modelo animal de mania (Lopes-Borges et al., 2015). Em linha com estes 
achados, estudos clínicos demonstraram uma diminuição da atividade da Na+,K+-
ATPase em cérebro e células de sangue periférico de pacientes com transtorno de 
humor bipolar, sugerindo um papel para essa enzima na fisiopatologia da doença 
(Looney e El-Mallakh, 1997; Kirshenbaum et al., 2011; Banerjee et al., 2012). Outros 
estudos evidenciaram uma relação entre inibição da enzima e déficit cognitivo 
encontrado em doenças neurodegenerativas (Kong et al., 2005; Bagh et al., 2008; 
Jovicic et al., 2008). Desta forma, pode-se sugerir que alterações na atividade da 
Na+,K+-ATPase colaborariam para as alterações comportamentais e o déficit cognitivo 
observado em pacientes com MCADD. 
Uma importante consequência de alterações na atividade da enzima Na+,K+-
ATPase é a perda do controle do volume celular e, consequentemente, edema. 
Quando há um prejuízo no funcionamento dessa enzima, ocorre um aumento na 
concentração intracelular de Na+, aumentando a osmolaridade nos espaços 
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intercelulares, o que atrai a água passivamente devido ao gradiente osmótico, 
colaborando para a formação do edema cerebral (Papadopoulos et al., 1999). De fato, 
edema cerebral é um dos principais achados neurológicos observados em pacientes 
acometidos pela MCADD (Roe e Ding, 2001). Nesse sentido, foi demonstrado que a 
inibição in vitro da Na+,K+-ATPase ocasionada pelo AO em astrócitos inibiu o controle 
do volume celular. No presente estudo, embora tenha sido observada uma inibição da 
atividade da Na+,K+-ATPase, não foi observada nenhuma alteração no conteúdo de 
água cerebral nos animais que receberam AO, o que poderia caracterizar edema. 
Contudo, não se pode descartar a formação de edema cerebral, visto que 1 hora após 
a administração pode não ter sido tempo suficiente para que ocorresse o acúmulo 

































O presente estudo demonstrou que a administração ICV de AO inibiu a Na+,K+-
ATPase em córtex cerebral e hipocampo de ratos, possivelmente devido a 
modificações oxidativas de grupos sulfidrilas no sítio catalítico da enzima e a alteração 
de fluidez de membrana por oxidação de lipídeos. Caso tais resultados possam ser 
extrapolados para a condição humana, tais os achados possam auxiliar na elucidação 
dos mecanismos fisiopatológicos do dano cerebral característico dos pacientes 
afetados pela MCADD, servindo como base para o desenvolvimento de estratégias 
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ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais 
 
  
